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(§4) Microspheres pour la liberation contrdiee des substances hydrosolubles et procede de preparation. 



(57) La presente invention a pour objet un proced6 de pre- 
paration de microparticules de type microspheres d'une 
substance hydrosoluble et d'un polymere biocompatible et 
biodegradable contr6lant la cinetique de liberation de ladite 
substance constitute d'une matrice dudit polymere au sein 
de laquelle est regulierement dispersee ladite substance 
hydrosoluble, caracterise en ce que 

a) ledit polymere est dissous dans un premier solvant or- 
ganique volatile non miscible a I'eau, 

b) ladite substance hydrosoluble est dissoute dans un 
second solvant qui est miscible audit premier solvant, est 
un solvant d'un polymere, et miscible a I'eau, 

c) on melange la solution de ladite substance et la solu- 
tion dudit polymere, 

d) on obtient une phase organique du polymere et de la- 
dite substance qui est ensuite emulsionnee dans un milieu 
non miscible dispersant, consistant en une phase aqueuse 
contenant un agent emulsrfiant, 

e) les deux solvants sont ensuite elimines des micro- 
spheres en formation, sous agitation, le premier solvant 
etant elimine par evaporation, le second solvant et une par- 
tie du premier solvant qui lui est miscible etant elimines par 
passage vers la phase aqueuse par un mecanisme de se- 
paration de phase, 

f) apres elimination des solvants, on recupere les micro- 
spheres formees eventuellement apres lavage a I'eau et ta- 
misage. 
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La presente invention concerne des microparticules du type 
microspheres constitutes d'une matrice de polymere biocompatible et 
biodegradable au sein de laquelle est dispersee une substance hydrosoluble 
notamment un polypeptide, le polymere controlant la cinetique de 
5 relargage de ladite substance, de sorte que ladite substance est progres- 
sivement relarguee sur une periode de temps determinee lorsque Ies 
microparticules sont placees dans un environnement aqueux, notamment de 
type physiologique. 

La presente invention concerne egalement un procede de 
10 preparation desdites microparticules. 

De telles microspheres ont ete initiailement developpees pour 
la contraception avec les hormones steroTdes (voir notamment US 3 773 919). 

Une difficulte des inventions dans ce domaine est la necessite 
de determiner les polymeres presentant les proprietes definies en fonction 
15 du type de principe actif a incorporer compte tenu d'une part de sa 
structure et ses proprietes chimiques, et d f autre part de la cinetique de 
relargage recherche. II convient egalement de determiner pour un type de 
substance donne, la vitesse de liberation et le taux de charge assurant une 
couverture therapeutique optimum pour une periode choisie lorsque ladite 
20 substance est un medicament. 

De plus, certaines limitations peuvent intervenir dans le 
procede de preparation, au niveau de la technique d'incorporation du 
medicament dans le polymere qui depend du couple polymere medicament, 
notamment de Texistence eventuellement d ! un solvant commun des 
25 partenaires, ^existence de proprietes thermiques de ceux-ci, de leur 
miscibilite, etc. En outre, cette incorporation ne doit pas alterer les 
proprietes du principe actif. 

A Torigine, le but de la presente invention etait la 
preparation de microspheres contenant un polypeptide hydrosoluble et 
30 notamment de la calcitonine, et relargant celle-ci de fa^on progressive et 
constante pendant une periode d'au moins 8 jours et meme de 30 jours pour 
la calcitonine une fois injectee a Phomme. 
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^incorporation de principes actifs dans des biomateriaux 
polymeres sous forme de microspheres se fait par les techniques dites de 
microencapsulation. La microencapsulation regroupe Pensemble des 
techniques permettant l ! obtention de particules individualisees du type 
microsphere dont la taiile s'echelonne entre 1 et 250 pm. 

Les procedes de microencapsulation sont classes traditionnel- 
lement en deux groupes. 

1. La microencapsulation dite par coacervation ou par separation de phase 
Dans un premier temps, le produit a encapsuler est disperse dans la 
solution d f un polymere destine a former par la suite la matrice des 
microcapsules. Dans un deuxieme temps, la coacervation du polymere est 
induite par une modification physico-chimique du milieu reactionnel, 
notamment a Paide d'un agent inducteur de separation de phase. Dans 
un troisieme temps, des goutellettes coacervats formees enrobant le 
materiau a encapsuler sont stabilisees et solidifiees a Paide d'un 
non-solvant du polymere, par Pexemple Pheptane. 
L'inconvenient majeur de cette methode est la mise en oeuvre de grande 
quantite de solvants avec outre des contraintes de cout, des problemes 
de toxicite lies aux solvants utilises tels que Pheptane. Les techniques 
par coacervation mettant en oeuvre de Pheptane ne permettent pas en 
effet d'eliminer compietement celui-ci. On observe une quantite 
importante de solvants residuels de Pordre de 5 a 10 % d'heptane dans 
les microspheres. 

Independamment de ce qui precede, il a ete egalement constate que Pon 
obtenait souvent des agregats de microspheres entrainant une perte 
importante de rendement dans la production de ces microspheres par 
cette methode et necessitant quelques fois le rejet total de certains lots 
devenus de la sorte inutilisable. La tendance des microspheres a 
s'agreger provoque des difficultes supplementaires au moment de la mise 
en suspension des microspheres pour Pinjection, dans le cas de 
microspheres injectables. 
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Un autre inconvenient de la technique par separation de phase est la 
repartition inhomogene de la substance active dans les microspheres avec 
un relargage irregulier, et en general une premiere phase de relargage 
accelere ("burst effect")- Ceci s'observe particulierement lorsque la 
substance active est mise en suspension dans la solution de polymere, 
notamment parce qu'elle n'est pas soluble dans le solvant du polymere. 
Ceci s'applique d'une maniere generate, par exemple, pour des polypeptides. 

2- La microencapsulation par evaporation de solvant 

Le procede dit par evaporation de solvant (ou encore par emulsion/ 
evaporation) conduit egalement a l'obtention de microspheres. Le 
principe actif a encapsuler est traditionnellement disperse dans une 
solution de polymere dans un solvant organique volatile. Cette phase est 
emulsionnee a I'aide d'un agent surfactif dans un milieu dispersant non 
miscible (eau ou huile minerale). Sous agitation, le solvant organique 
s'evapore. A l'issu de l ! evaporation, les microspheres sont recuperees par 
filtration ou centrifugation. 

Les avantages de la technique par emulsion/evaporation sont Tabsence 
de solvants toxiques tels que I'heptane, et l'absence d'agglomeration des 
microspheres. 

Cette technique par emulsion/evaporation est une technique plus simple, 
plus souple et plus facilement industrialisable que la technique par 
separation de phase ou coacervation. Elle permet de mettre en oeuvre 
des quantites reduites de solvant. 

Elle offre une grande liberte d f action sur differents parametres tels que 
la taille des microspheres, la vitesse de relargage, le taux de charge de 
la substance active. 

Traditionnellement, cette technique s'adresse en priorite a Tencapsu- 
lation de substances lipophiles, telles que les steroldes, les nitrosoures. 
La microencapsulation de principes actifs hydrophiles requiere 
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^utilisation d ! une phase dispersante apolaire telle qu'une huile minerale. 
On utilise classiquement les systemes acetone/parafine. Toutefois, les 
taux d'incorporation du principe" actif hydrophile dans les microspheres 
par rapport aux quantites engagees dans le procede sont assez faibles, et 
5 d f autre part ce systeme implique une limitation quant aux types de 

poiymeres utilisables dans la mesure ou il requiert que le polymere soit 
soluble dans l'acetone, ce qui est le cas des poiymeres d'acide lactique, 
mais ce qui n'est pas le cas des copoly meres d'acides lactique et 
glycoiique. 

10 Cette technique par emulsion/evaporation est done reconnue tradition- 

nellement comme inadaptee pour les peptides hydrosolubles et pour 
toutes substances hydrosolubles 

La methode par separation de phase ou coacervation est done 
15 la methode retenue comme etant la mieux adaptee aux substances 
hydrosolubles, notamment aux polypeptides hydrosolubles. 

Pour tenter de pallier aux inconvenients de la methode par 
emulsion/evaporation, une methode par double emulsion (eau/huile/eau) a 
ete decrite dans la demande de brevet europeen EP 190 833. Elle est 
20 cependant complexe, relativement difficile a industrialiser et ne permet 
pas d'obtenir la cinetique de relargage souhaitee selon la presente 
invention. 

Le but de la presente invention est de fournir des micro- 
particules de type microspheres pour la liberation progressive d'une 

25 substance active hydrosoluble tel qu'un medicament, notamment d'un 
polypeptide hydrosoluble, disperse dans une matrice de polymere bio- 
compatible et biodegradable permettant un relargage de la substance 
active sur notamment une periode d f au moins 8 jours, et ce de fayon 
reguliere avec notamment I'absence d f une premiere phase de relargage 

30 accelere ("burst effect"). 
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Plus particulierement, un autre but de la presente invention 
est de permettre la liberation progressive de calcitonine sur une periode 
d f environ 30 jours dans les memes conditions que mentionne ci-dessus. 

Un autre but est fournir un procede de preparation de ces 
5 microspheres economiquement et industriellement acceptables avec 
notamment un taux d'incorporation de la substance active a incorporer sous 
forme de microsphere suffisamment eleve. 

Un autre but est de fournir des microspheres et un procede de 
preparation tels que le taux residuel de solvant soit tres faible. 
10 On a decouvert selon la presente invention un nouveau 

procede permettant d'adapter la technique par emulsion/evaporation aux 
substances hydrosolubles et notamment aux polypeptides hydrosolubles avec 
un taux d 1 incorporation de la substance dans les microspheres superieur a 
90 %. 

15 On entend dans la presente demande par "taux d'incorpo- 

ration", le taux de substance qui se retrouve dans les microspheres en fin de 
procede par rapport a la quantite de substance initiallement engagee dans 
le procede. 

Contrairement aux methodes decrites dans la litterature dans 
20 laqueile la substance active a incorporer est un peptide qui est mis en 
suspension micro-particulaire dans la solution du polymere, selon 
i'invention, la substance active peptidique est tout d'abord solubilise(e) 
dans un solvant approprie dont les caracteristiques seront indiquees 
ci-apres. 

25 La presente invention a done pour objet un procede de 

preparation des microspheres d ! une substance hydrosoluble, notamment d f un 
polypeptide hydrosoluble et d'un polymere biocompatible et biodegradable 
controlant la cinetique de liberation de ladite substance selon lequel : 

a) le polymere est dissous dans un premier solvant organique 
30 volatile et non miscible a l'eau, 

b) la substance hydrosoluble est dissoute dans un second 
solvant qui est miscible au premier solvant, qui est 
egalement solvant du polymere, et qui est miscible a Teau, 

c) on melange la solution du polymere obtenue a l'etape a) et 
la solution de la substance active obtenue a Tetape b), 
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d) on obtient une phase organique du polymere et de la 
substance active qui est ensuite emulsionnee dans un milieu 
non miscible dispersant, consistant en une phase aqueuse 
contenant un agent emulsifiant, 

5 e) les deux solvants sont ensuite elimines des microspheres en 

formation, sous agitation, le premier solvant etant elimine 
par evaporation, le second solvant ainsi qu'une partie du 
premier solvant qui lui est miscible passant dans la phase 
aqueuse par un mecanisme de separation de phase, 

10 f ) apres elimination des solvants, les microspheres formees 

sont recuperees eventuellement apres lavage a l'eau et 
tamisage. 

En outre, les microspheres sont ensuite de preference traitees 
de maniere a assurer leur conservation. 

l5 On en tend par solvant organique volatile un solvant facilement 

evaporable, c'est-a-dire evaporable sous agitation a temperature ambiante 
et pression reduite sous aspiration d'air. 

Le deuxieme solvant est mis en proportion telle par rapport au 
premier solvant qu'il n'y ait pas de precipitation du polymere dans la phase 

20 aqueuse. En effet, si la quantite dudit second solvant est trop importante, 
1'emulsion n'est plus obtenue, la phase polymere et la phase aqueuse 
deviennent miscibles et il y a precipitation du polymere dans la phase 
aqueuse. L'emulsion reste possible avec des rapports (second solvant/ 
premier solvant) allant jusqu'a 70/30 en volume. La proportion minimale en 

25 second solvant par rapport au premier solvant est bien entendu liee au taux 
de charge que l'on souhaite obtenir en ce qui concerne la substance active 
dans la microsphere. On peut donner comme valeur minimale la proportion 
5/95. 
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Ledit second solvant est en fait un tiers solvant entre l'eau et 
le premier solvant. 

On peut citer de fagon non limitative, a titre de premier 
solvant, le chloroforme ou le dichloromethane et a titre de second solvant, 
5 le dimethylacetamide DMA, le tetrahydrofurane THF, le dioxane, le DMSO 
(dimethylsulfoxide) ou le DMF (dimethylformamide). 

Dans un mode prefere de realisation du procede selon 
{'invention, le polymere est dissous dans le dichloromethane et la substance 
hydrosoluble est dissoute dans le dimethylacetamide (DMA). 

10 L'utilisation du tiers solvant, qui est a la fois solvant de la 

substance hydrosoluble et miscible au solvant du polymere, assure une 
repartition homogene de la substance active dans la phase polymere. 
Toutefois, Tinteret d'utilisation du tiers solvant comme on l'a vu ne se 
reduit pas a la simple solubilisation de la substance active. Compte tenu de 

15 sa miscibilite a la phase aqueuse, il contribue egalement au processus 
d'incorporation de la substance active dans la microsphere. 

En effet, contrairement a la methode classique par emulsion/ 
evaporation ou le durcissement de la microsphere se fait uniquement par 
simple et lente evaporation du solvant du polymere tel que CHjCIj* dans la 

20 methode selon la presente invention le phenomene est lie simultanement a 
Pevaporation dudit premier solvant tel que CHjClj et a une separation de 
phase rapide dudit second solvant tel que le DMA vers la phase aqueuse. De 
par la miscibilite des deux solvants, une partie du premier solvant 
accompagne egalement le second vers la phase aqueuse ce qui renforce et 

25 accellere considerablement son extraction. La methode associe ainsi les 
processus d'evaporation et de separation de phase en modifiant fortement 
la cinetique d'extraction des solvants par rapport a une methode 
d'emulsion/evaporation traditionnelle. La cinetique du processus d'incor- 
poration est done modifiee ce qui contribue avec Thomogeneite de 

30 repartition au taux eleve d'incorporation observe comme il sera explicite 
par la suite. 

Dans un mode de realisation particuiier de l'invention, la 
substance hydrosoluble est un polypeptide ou un de ses sels pharmaceu- 
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tiquement acceptable et ie polymere est un polymere resultant de la 
condensation de monomeres choisis parmi les acides alpha-hydroxycarboxylique 
et les lactones. De preference, le polymere est un copolymere d ! acide 
lactique (acide alpha-hydroxypropionique) et d ! acide glycolique (acide 
5 alpha-hydroxyacetique) ci-apres abrege PLGA, dans des proportions 
variables entre les unites d'acide lactique et d'acide glycolique, ou un 
melange de tels polymeres. 

Ces polymeres sont bien connus dans Tetat de la technique. lis 
sont connus pour generer des produits naturellement presents et metabo- 

10 lises dans I'brganisme et sont done consideres comme biodegradables et 
depourvus de toxicite significative dans les conditions usuelles d'utilisation. 
lis sont en outre solubles dans le dichloromethane. 

Le DMA presente toutes les caracteristiques requises a titre de 
second solvant dans la mesure ou les polymeres cites ci-dessus et en 

15 particulier les copoly meres d'acides lactique et glycolique sont solubles 
dans celui-ci. Le DMA n'est pas evaporable dans les conditions aisees 
contrairement au dichloromethane. En revanche, il peut etre extrait par la 
phase aqueuse a laquelle il est miscible, eventuellement au cours de 
Pevaporation du dichloromethane. 

20 Dans un mode particulier de realisation de Tinvention, on 

utilise un copolymere d'acide lactique et glycolique (PLGA) qui comprend 
de preference une proportion entre les unites d'acide lactique et d'acide 
glycolique allant respectivement de 40:60 a 75:25. 

La masse moleculaire du polymere sera de preference compris 

25 entre 20 000 et 100 000. Les polypeptides hydrosolubles selon Tinvention 
ont une masse moleculaire habituellement comprise entre 200 et 100 000. 

Ainsi le procede selon ^invention est applicable aux 
polypeptides les plus divers tels que des hormones, des cytokines, des 
facteurs de croissance, des neuropeptides, des facteurs de coagulation, des 
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enzymes, des anti-enzymes, des recepteurs solubles ou des derives 
biologiquement actifs de ces substances. On peut citer en particulier de 
maniere non limitative, les hormones de croissance humaine (HGH), bovine 
(BGH), porcine (PGH), ovine, etc. ; les somatomedines, IGF-1, IGF-2, et les 
5 insulines ; la LH-RH et ses analogues ; la somatostatine et ses analogues ; 
I'ACTH, 1'ADH, la PTH, la PTH 1-34, le CRH, le GH-RH, l'inhibine, 
Tactivine, la motiline, la relaxine, PANF, les endothelines, leurs derives et 
analogues ; 1'ILl, L'IL2, l'IL3, HL4, 1»IL5, l'IL6, l'IL7, l'IL8, l'IL9, le G-CSF, 
le GM-CSF, le M-CSF, les interferons alpha, beta et gamma, les TNF alpha 

10 et beta, les TGF alpha et beta, le PDGF, I'EGF, le FGF, les osteogenines, 
leurs analogues et derives ; le TPA, le facteur VIII, le facteur de von 
Willebrandt, i'hirudine, l'echistatine, la bitisatine, l'alpha-1 antitrypsin, la 
superoxide dismutase, le CD* soluble et leurs analogues et derives ; les 
peptides derives ou analogues des molecules d'adhesion, des recepteurs 

15 lymphocytaires ou des composants du complexe majeur d'histocompatibilite; 
et les calcitonines qu f elles soient originaires de 1'homme, du pore, du 
saumon, de l'anguille, ou d'une autre espece, ainsi que leurs analogues et 
derives. 

Selon le precede de ^invention, le taux de charge en substance 
20 dans le poly mere peut s'elever de 0,01 a 40 %. On entend par taux de 
charge, le rapport en poids de la substance sur le poids du poiymere dans la 
microsphere. En general, en fonction de la couverture therapeutique 
recherchee, ce taux de charge sera de preference de 1 a 10 %. 

Ainsi, s'agissant de la calcitonine, sa solubilite dans le DMA 
25 qui est de 50 mg/ml permet d'envisager un taux de charge allant jusqu ! a 
31,5 % de calcitonine de saumon dans des microspheres de PLGA 50:50 
compte tenu de la proportion maximale DMA/CH 2 Cl 2 de 70/30 que Ton 
peut utiliser. Toutefois, la meilleure couverture therapeutique est obtenue 
avec 

30 
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seulement un taux de charge de 1 a 2 % s'agissant de la calcitonine de 
saumon, et de 10 % s'agissant de la calcitonine humaine qui est moins 
active. II apparait done que le procede selon 1'invention n'apporte aucune 
limitation dans la pratique quant au taux de charge de la substance dans la 
5 microsphere. 

On entend dans la presente demande par polypeptide 
hydrosoluble une solubilite d'au moins 0,1 mg/ml dans l ! eau. 

Lorsque la solubilite du polypeptide est trop faibie pour le 
taux de charge que l'on souhaite obtenir dans la microsphere compte tenu 

10 de la couverture therapeutique visee, on peut utiiiser comme second solvant 
un melange de DMA et d ! eau, la quantite d'eau pouvant aller en proportion 
en volume par rapport au DMA jusqu'a 50 %. 

Selon Tinvention, il peut etre rajoute en meme temps que la 
substance active dans la phase polymere une substance ballast afin de 

15 faciliter le relargage en accelerant et en regularisant la cinetique de 
reiargage. Ce ballast peut etre soit mis en solution, soit mis en suspension 
dans la phase polymere* Les ballasts les plus divers peuvent etre utilises 
tels que des proteines comme la HSA, la gelatine, des sucres, des 
polysaccharides, des acides amines, ou des polypeptides. Le taux de charge 

20 en ballast peut atteindre 25 %. 

Dans le procede selon Tinvention, de preference Temulsifica- 
tion se fait sous agitation violente de maniere a obtenir des micro- 
particules de taille inferieure a 200 \x de preference entre 25 et 200 \x. 
Ainsi, on obtient des microspheres injectables lorsqu'elies sont formuiees 

25 dans un solute injectable. 

La taiile des microspheres depend en effet de la vigueur de 
l'agitation et notamment de la vitesse imposee a Thelice lors de Temuision 
(si elle augmente la taille diminue). Elle depend egalement de la 
concentration d f emulsifiant dans la phase aqueuse (si elle augmente la 

30 taille diminue), et enfin bien sur de la taille des mailles des tamis. On 
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obtient aisement une repartition maximale de la taille moyenne des 
microspheres entre 25 \x et 200 p de maniere reproductible en jouant sur les 
parametres precites. 

A titre d'agent emulsifiant present dans la phase aqueuse, on 
5 peut citer de fagon non limitative la gelatine, la carboxymethylcellulose, la 
methylcellulose, l'hydroxypropylcellulose, 1'hydroxyethylcellulose, Talcool 
polyvinylique (PVA) ou encore des detergents non ioniques tels que le tween 
80 ou des detergents ioniques. 

La concentration de Pe'mulsifiant dans la phase aqueuse 
10 influence la taille des microspheres. Celle-ci augmente quand la 
concentration en emulsifiant diminue. Selon Tinvention, la concentration en 
emulsifiant peut alier de 0,1 a 10 % (poids/volume) dans la phase aqueuse. 

Dans un mode de realisation particulier, on a utilise comme 
agent emulsifiant la gelatine qui est particulierement bien acceptee comme 
15 produit injectable dans Torganisme. 

Le procede selon l'invention offre les avantages habituels 
d'une technique d'emulsion/evaporation par rapport a la technique de 
separation de phase ou coacervation : 

- absence de solvant toxique autre que le solvant du polymere, 
20 - absence d'agglomeration de microspheres (industrialisation 

et injection plus aisee), 

- absence de manipulation de grande quantite de solvant lors 
de la production industrielle, 

- possibility d ! agir sur differents parametres pour moduler 
25 aisement la cinetique de relargage en fonction de 

Papplication therapeutique concernee : les caracteristiques 
du polymere, la presence de ballast, la taille des micros- 
pheres, le taux de charge en substance hydrosoluble. 
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Les autres avantages propres a i ! utiiisation d'un tiers solvant 
pour solubiliser la substance hydrosoluble sont : 

- une reduction du taux residuel du solvant du polymere dans 
Ie produit final, 

- un taux d'incorporation de la substance pouvant etre 
superieur a 90 %, 

- la repartition reguiiere et homogene de la substance 
hydrosoluble solubilisee dans le polymere, et dans la 
microsphere finale, 

- la possibility d'atteindre des taux de charge en substance 
hydrosoluble importants tout en conservant un taux d'incor- 
poration eleve, 

- Tabsence d'effet "burst" lors de la cinetique de relargage de 
la substance- 
La presente invention a done egalement pour objet des 

microparticules de type microspheres pour la liberation progressive d'une 
substance active hydrosoluble telle q f un medicament, notamment d'un 
polypeptide hydrosoluble, reparti(e) de fagon reguiiere au sein d'une 
matrice d'un polymere biocompatible et biodegradable soluble dans un 
solvant drganique non miscible dans l f eau permettant un relargage de ladite 
substance active sur une periode d'au moins 8 jours, et ce de fagon 
reguiiere avec notamment Tabsence d'une premiere phase de relargage 
accelere. 

Selon Tinvention, les microspheres presentent un taux residuel 
en solvant qui peut etre inferieur a 1 % (w/w) et notamment sont 
depourvues d'heptane. Ainsi le taux en DMA peut etre inferieur a 0,5 % 
(w/w) et le taux en CH 2 C1 2 peut etre inferieur a 0,5 % (w/w). 

Le polymere sera avantageusement un polymere soluble dans 
le dichloromethane, notamment un copolymere d'acides lactique et 
glycolique. 

Les microspheres obtenues selon Tinvention se caracterisent 
outre par la repartition homogene de la substance active qui se manifeste 
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par la forte reduction de 1'effet burst, par une faible tendance a 
s'agglomerer ce qui les distinguent des microspheres obtenues par 
coacervation habituellement decrit pour ['encapsulation des peptides, et par 
des taux residuels en soivants fortement reduits. 
5 D'autres caracteristiques et avantages de la presente invention 

apparaitront a la lumiere des exemples qui vont suivre. 

EXEMPLE 1 : PREPARATION DE MICROSPHERE DE CALCITONINE DANS 
UNE MATRICE DE COPOLYMERE DECIDES LACTIQUE ET 
10 GLYCOLIQUE 

On met en solution 5 g de PLGA 50/50 (copolymere d'acides 
lactique et glycolique : 50/50) dans 40 g de dichloromethane CF^Cij- 

On met en solution 5 mg de calcitonine de saumon dans 5 ml 
15 de dimethylacetamide (DMA). On melange le peptide solubilise a la phase 
polymere. On ajoute a ce melange 150 ml de tampon phosphate 10 mM a pH 
8 contenant 4 % (poids/volume) de gelatine. 

On realise une emulsion en melangeant la phase polymere/ 
calcitonine avec la phase aqueuse contenant la gelatine a 1'aide d'une 
20 helice tournant a 1500 tours/minute pendant 1 minute. 

On procede a l'evaporation du solvant du polymere CHjClj en 
maintenant une agitation de 500 tours/minute dans le melange emulsionne. 
Parailelement s'effectue ^extraction du DMA vers la phase aqueuse. Cette 
evaporation se fait a temperature ambiante avec aspiration d'air jusqu'a 
25 evaporation complete du solvant. 

Le melange emulsionne est ensuite dilue deux fois avec de 
Teau et agite 1 heure a 37°C. 

Les microspheres ainsi obtenues sont ensuite tamisees dans 
Teau afin de selectionner celles ay ant une taille adequate pour etre 
30 injectees, c'est-a-dire comprise entre 25 et 200 p. 

Les microspheres tamisees sont ensuite sechees sous vide a 
temperature ambiante. 
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Apres sechage, les microspheres sont bien individualisees et se 
remettent aisement en suspension dans un milieu physiologique pour 
injection. L'examen microscopique confirme Thomogeneite et ia totale 
absence d'agglomeration des microspheres. 
5 Les taux en soivants residuels dans les microspheres sont : 

- soivant du polymere 

CH 2 Ci 2 : inferieur a 0,5 % par rapport au poids sec des 
microspheres, 

- tiers soivant 

10 DMA : inferieur a 0,1 % par rapport au poids sec des 

microspheres 

EXEMPLE 2 : MODIFICATION DE L'EXTRACTION DU SOLVANT DU 
POLYMERE PAR L'USAGE DU TIERS SOLVANT 
15 Cet exemple illustre ^amelioration de Telimination du 

premier soivant (CF^C^) par le mecanisme de separation de phases grace 
a la presence du second soivant (DMA). 
Materiel 

Phase polymere : 
20 - PLGA 50/50 /7£ = 0,8 : 2,5 g 
- CT saumon : 5 mg 

taux de charge de 0,2 %/PLGA. 



25 



A 


B 


Volume CH 9 C1 7 / Volume 
DMA = 9/r 
CH-C1, = 20,25 g 
DMA = 2,25 ml 


Volume CH 7 C1-,/ Volume 
DMA = 7/3 Z Z 
CH-C1- = 15,75 g 
DWK = 6,75 ml 



30 

Phase aqueuse : 

- Tampon phosphate 10 mM pH 8 avec 4 % de gelatine comme emulsifiant : 
75 ml. 
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Methode 

- Le peptide est solubilise dans le volume de DMA intervenant dans la 
reaction. 

- Cette solution est ensuite ajoutee au PLGA solubilise dans le CH 2 C1 2 . 
5 - La phase aqueuse est melangee a cette phase PLGA grace a une helice 

tournant a 1500 t/min pendant 1 minute. 

- Une agitation de 500 t/min est maintenue pendant 12 heures a 
temperature ambiante avec aspiration d'air a la surface du milieu 
reactionnel. 

10 - Les microspheres sont alors tamisees et lavees a l'eau. 

- Elles sont ensuite sechees dans une etuve a temperature ambiante, sous 
vide. 

Resultats 

Le taux residuel en CH 2 C1 2 dans ces mcirospheres est mesure 
15 par chromatographic gazeuse. 



20 





A 


B 


Volume CH 2 Cl 2 /Volume DMA 


9/1 


7/3 


Taux residuel en CHLC1 7 
(%) 

(poids CH 2 Cl 2 /poids microspheres) 


2,58 % 


0M % 



EXEMPLE 3 : TAUX D'INCORPORATION DE CALCITONINE ET EFFET 
"BURST" 

Les microspheres obtenues par le procede selon l'invention se 
caracterisent par une diminution du "burst effect" et un taux d'incorpora- 
tion tres ameliore par rapport au procede classique par emulsion/evaporation. 

Le tableau ci-apres reproduit les resultats des preparations 
obtenues avec la methode classique par emulsion/evaporation comparee a la 
methode selon invention pour differents polymeres. 
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La presence d'un effet "burst" reflete essentiellement 
inhomogeneite de la repartition du principe actif dans la matrice de PLGA. 

Dans la methode "classique" par emulsion/evaporation suivie 
et la methode selon l'invention, on a utilise 2,5 g de polymere mis en 
5 solution dans 20 g de CH 2 C1 2 . On a utilise 5 mg de calcitonine de saumon 
et 10 mg de gelatine a titre de ballast. 

Dans la methode "classique", la calcitonine ainsi que le ballast 
sont mis en suspension dans la phase polymere. Dans la methode selon 
l'invention, la calcitonine est dissoute dans 2,5 ml de DMA auquel est 
10 ajoute le ballast sous forme d'une solution aqueuse de gelatine a 5 % 
(0,2 ml). Ce melange calcitonine-ballast-DMA est alors ajoute a la phase 
polymere de fagon a former une seuie phase homogene. 

Dans les methodes, la phase aqueuse consiste en 75 ml de 
gelatine 4 % dans i'eau (poids/volume). Les deux phases sont emulsionnees 
15 par agitation d'une helice a 1500 tours/minute pendant 1 minute. Une 
agitation de 500 tours/minutes est maintenue d ! une part pour faciliter 
I'evaporation du CH 2 C1 2 , et d'autre part dans la methode selon l'invention, 
de permettre au DMA de s'extraire dans la phase aqueuse, dans les deux 
cas, les microspheres sont lavees a l ! eau et recoltees sur des tamis. 

20 



25 



30 
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20 



30 





Methode "classique" 
par emulsion/ 
evaporation 


Methode 
d'emulsion/evaporation 
selon ^invention 


Repartition de 
peptide dans la 
phase PLGA : 


par mise en 
suspension 


par mise en solution 
grace a un tiers 
solvant (DMA) 


Taux d'incorporation 






de la calcitonine 






dans les micro- 






cnhoroc rif* PT CIA 






avec : 






exemple 3-1 : 
PLGA 50/50 de 
Mw = 50 000 
n = 0,5 


29,8 % 


79,4 % 


exemple 3-2 : 
PLGA 50/50 de 
Mw = 91 000 

rk - n 7 
n = u,/ 


39,7 % 


83,8 % 


exemple 3-3 : 
PLGA 50/50 de 
Mw = 115 000 
n = 0,8 


52,6 % 


92,4 % 


Eff et "Burst" observe 






apres le premier 






jour de relargage 






in vitro 






exemple 3-1 : 
exemple 3-2 : 
exemple 3-3 : 


12 % 
30 % 
11 % 


5 % 
3 % 
5 % 



La viscosite du polymere est representee par la lettre n. Elle 
est reliee a la masse moleculaire Mw par la relation de Kuhn-Mark- 
Houwink : n = K M~ a oil K et a sont des constantes pour un systeme 
polymere-solvant a une temperature fixee. 
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EXEMPLE » : CINETIQUE DE RELARGAGE - PRINCIPAUX PARAMETRES 
A3USTABLES 

1) choix du polymere 

Le polymere de composition 50/50 se degrade plus rapidement 
que des copolymeres ayant d'autres proportions d'acide lactique et 
glycolique. (Voir reference : Miller R.A., Brady J.M. et Cutright D.E. - J. 
Biomed. Mater, res., _H, 711, 1977). 

La viscosite intrinseque du PLGA qui est d'ailleur fonction 
principalement de la taille des polymeres, intervient egalement dans la 
cinetique de relargage. Ainsi, pour des microspheres de calcitonine 
preparees avec des PLGA 50/50 de differentes viscosites, un relargage in 
vitro de la calcitonine montre que plus la viscositie intrinseque du PLGA est 
elevee (plus la masse moleculaire du PLGA est elevee) plus lent est le 
relargage de la calcitonine dans le milieu exterieur. Ainsi, pour une 
incorporation en PLGA 50/50 de viscosite 0,* (PM mesure par GPC : 36000), 
0,5 (50000) ou 0,7 (91000), le pourcentage de calcitonine relarguee in vitro 
apres 1^ jours est de 79,5, 75,5 ou 43,2 % respectivement. 

2) Taille des microspheres 

Exemple fr-a : Influence de la taille des microspheres sur le 

relargage du principe actif 
Des microspheres de calcitonine ont ete preparees selon le protocole 
suivant. 



: 2,5 g 
: 20,0 g 



Materiel : 

Phase polymere : 

- polymere PLGA 50/50 n = 0,8 

- solvant du PLGA : CH n Cl« 
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- peptide : CTs (calcitonine de saumon) : 10,0 mg 
taux de charge de 0,4 %/PLGA 

- peptide marque I 125 : CTs I 125 : 2,39 10 6 cpm 

- ballast : lactose : 5,0 mg 
taux de charge de 0,2 %/PLGA 

- "tiers solvant" : DMA : 2,5 ml 
Phase aqueuse : 

- tampon phosphate 10 mM pH 8 : 75,0 ml 
avec 4 % de gelatine (=emuisifiant) 



Methode : 



- Le peptide, le traceur et le ballast sont solubilises dians le DMA. 

- lis sont ensuite ajoutes au polymere en solution dans le CH 2 C1 2 P our 
former une phase homogene, la phase polymere. 

15 - Emulsion : la phase aqueuse est alors superposee a la phase polymere et 
melangee a la phase polymere a 1'aide d'une helice tournant a 1500 
tours/min pendant une minute. 

- Evaporation : une agitation de 500 tours/min est maintenue pendant 

12 heures, a temperature ambiante, avec aspiration d'air a la surface 
20 du melange emulsionne. 

- L'emulsion est ensuite diluee 2 fois dans de l'eau et agitee pendant 
1 heure, a 37°C. 

- Les microspheres sont recuperees dans l'eau sur des tamis successifs de 
mailies de plus en plus fines 200-100-50-20 microns. 

25 - Elles sont ensuite sechees pendant 24 heures a l'etuve sous vide, a 
j temperature ambiante. 

- Puis, elles sont irradiees a 2,5 Mega Rad. 



30 



2658432 



20 



Resultats : 

- Granulometrie des microspheres obtenues : 



taille (x) 
en microns 


25<x<'50m 


50<x<100 m 


100\x<300p 


x >200 m 


Pourcentage 
en poids des 
microspheres 


7,5 % 


39,3 % 


«f6,2 % 


0,7 % 



10 

- Le taux ^incorporation de calcitonine dans Ies microspheres : il est 

1 25 

mesure grace au traceur (CTs I ) introduit dans la preparation et en 
tenant compte du rendement en poids des microspheres par rapport au 
poids du poly mere engage. On trouve un total de 85,1 % de CTs 
1 5 incorporee. 

- Relargage "in vitro" de la calcitonine : 

200 mg de microspheres sont placees dans 10 ml de tampon phosphate 
pH 7 10 mM contenant 0,5 % de BSA a 37°C dans un bain oscillant. 

20 



25 



30 
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Tableau representant les pourcentages cumulatifs de calcitonine iiberee au 
cours du temps : 



5 


Tax lie des 










microspheres 


25-50 u 


50-100 u 


100-200 u 




Apres : 1 jour 


11,2 % 


3,2 % 


2,8 % 




3 jours 


16,0 % 


4,5 % 


4,0 % 




4 jours 


16,5 % 


5,0 % 


4,7 % 




7 jours 


19,8 % 


5,5 % 


4,9 % 


10 


10 jours 


25,2 % 


7,4 % 


6,4 % 




14 jours 


31,4 % 


7,7 % 


7,0 % 




25 jours 


73,0 % 


31,6 % 


31,0 % 




28 jours 


100,0 % 


40,2 % 


39,0 % 




35 jours 




64,5 % 


56,0 % 




40 jours 




89,0 % 


79,0 % 




42 jours 




100,0 % 


89,0 % 


15 


45 jours 






100,0 % 



Exemple frb : Parametres influen?ant la taille microspheres 
Exemple 4b-I : la vitesse d'emulsion 

- PLGA 50/50 : 2,5 g mis en solution dans CH 2 Ci 2 : 20 g 

20 Calcitonine de saumon : 5 mg dissoute dans 2,5 ml de DMA, puis ajoutee 

a la phase polymere. 

- Phase aqueuse : 75 ml de gelatine 5 % (poids/volume) dans Peau. 

- Les 2 phases sont emulsionnees 

. soit par agitation d'une helice a 2000 tours/minute pendant 1 minute, 
25 . soit par agiation d'une helice a 500 tours/minute pendant 1 minute. 

- L'evaporation du CH-jC^ et le passage dans Teau du DMA se font sous 
une agitation continue de 500 tours/minute. 

- Apres plusieurs lavages a Teau, un echantillon de microspheres est 
analyse dans le "Fristch particle sizer" (Analysette 22). 



30 
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Resultats 



10 



Pourcentage des 
microspheres (en poids) 
ayant une taille 
inferieure a 


Emulsion a 
2000 t/min 
Taille des 
microspheres (u) 


emulsion a 
500 t/min 
Taille des 
microspheres (u) 


10 % < 


16,4 


78,9 


30 % < 


35,2 


164,0 


50 % < 


52,3 


212,0 


70 % < 


73,0 


271,0 


90 % < 


126,0 


351,0 



Exemple frb-II : La concentration de l'emuisifiant 

- PLGA 50/50 : 2,5 g mis en solution dans CH 2 C1 2 : 20 g 
Calcitonine de saumon : 5 mg dissoute dans 2,5 ml de DMA, 
puis ajoutee a la phase polymere. 

- Phase aqueuse : 

. soit : 75 ml gelatine 5 % (poids/volume) dans Teau, 
. soit : 75 ml gelatine 1 % (poids/volume) dans 1'eau. 

- Les deux phases sont emulsionnees par ' agitation d ! une helice a 
2000 tour/minute pendant 1 minute. 

- L'evaporation du CH 2 CI 2 et le passage dans l'eau du DMA se font sous 
une agitation de 500 tours/minute avec une heiice. 

- Apres plusieurs lavages a Teau, les microspheres sont analysees dans le 
"Fritsch Particle Sizer" (Anaiysette 22). 



30 
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Resultats 



10 



Pourcentage des 
microspheres (en poids) 
ayant une taille 
inferieure a 


Emulsifiant : 
gelatine 5 % 
Taille des 
microspheres (p) 


Emulsifiant : 
gelatine 1 % 
Taille des 
microspheres (u) 


10 % < 


16,4 


37,0 


30 % < 


35,2 


73,6 


50 %< 


52,3 


104,0 


70 %< 


73,0 


140,0 


90 %< 


126,0 


215,0 



3) Choix du ballast 



La presente ou la concentration de ballast dans les microsphe- 
res ainsi que la nature du ballast peut influencer la cinetique de relargage 
de la calcitonine comme le montre ^experience suivante : 

Materiel : 

Phase polymere : 

- PLGA 50/50 : 2,5 g dissout dans 
CH 2 C1 2 : 20,0 g 

- Calcitonine de saumon : 10 mg dissoute dans : 
DMA : 2,5 ml 

- Ballast : 



A 


B 


C 


Sans 


Lactose 0,2 % 


Gelatine 0,2 % 
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Phase aqueuse : 

- Tampon phosphate 10 mM pH8 

75 ml avec 4 % de gelatine (poids/volume) 
Methode : 

- Les deux phases sont emuisionnees par agitation d f une helice a 
1500 tours/minute pendant une minute. 

- Une agitation de 500 tours/minute est ensuite maintenue jusqu'a 
evaporation complete du CH 2 C1 2 et passage dans la phase aqueuse du 
DMA. 

- Apres plusieurs lavages a 1'eau, les microspheres sont recuperees sur des 
tamis et sechees sous vide. 

Resultats : 

Relargage "in vitro" obtenu dans les m§mes conditions qu'au point 2) de 
Texemple 3. 







Pourcentage 


cumulatif de CTs relarguee 






A 


B 


C 






sans ballast 


(+ 0,2 % lactose) 


(+ 0,2 % gelatine) 


Apres : 1 


jour 


2,0 % 


2,8 


6 


2 


jours 


2,2 % 


4,0 


8 


7 


jours 


3,4 % 


5,0 


11 


12 


jours 


4,3 % 


7,4 


15 


20 


jours 


16,0 % 


22,0 


36 


25 


jours 


25,0 % 


31,0 


46 


30 


jours 


32,0 % 


41,0 


59 


35 


jours 


39,0 % 


56,0 


83 


37 


jours 


44,0 % 


66,0 


88 


40 


jours 


59,0 % 


79,0 


100 


hi 


jours 


69,0 


100,0 




48 


jours 


100,0 
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4) Taux de charge en peptide 
Materiel 

Phase polymere : 

- PLGA 50/50 : 0,5 g dissous dans : 

5 CH 2 C1 2 : 10 g 

- DMA : 3 mi dans iequel est dissoute la calcitonine de saumon en quantite 

suivante : 



10 



A 


B 


10 mg 

taux de charge de 2 % 


25 mg 

taux de charge de 5 % 



15 - Ballast : sans 

Phase aqueuse : 

- Tampon phosphate 10 mM pH 8 avec ^ % de gelatine (poids/volume) : 

75 ml. 
Methode 

20 Relargage "in vitro" obtenu dans les memes conditions qu'au point 2) de 
Texemple 3. 



30 





Pourcentage cumulatif de 






CTs relarguee 






Tauxde charge 








en calcitonine 




B 




de saumon 


A 






2 % 


5 


% 


Apres : 1 jour 


3,0 % 


6,5 


% 
% 


4 jours 


4,8 % 


13,0 


6 jours 


5,7 % 


16,0 


% 


10 jours 


7,4 % 


18,5 


% 


15 jours 


8,6 % 


23,0 


% 


21 jours 


9,7 % 


27,0 


% 
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EXEMPLE 5 : ADAPTATION DE LA TECHNIQUE A D'AUTRES POLY- 
PEPTIDES 

L'application de la technique est conditionnee par la solubilite 
5 des polypeptides dans le tiers solvant. Cette propriete est commune a de 
nombreux polypeptides, comme nous Pavons montre pour la calcitonine. 
Exemple : - la LHRH ("Luteinizing Hormone Releasing Hormone") est 
soluble a au moins 50 mg/ml dans le DMA. 
- 1 ! HGH ("Human Growth Hormone") est soluble a 2,6 mg/ml de 
10 DMA. 

- Afin d'augmenter la solubilite de certains polypeptides moins solubles 
dans le "tiers solvant", il est possible d'ajouter une solution aqueuse du 
peptide au "tiers solvant" qui est bien entendu miscible a l'eau. 

- C'est ainsi que les peptides suivants ont pu etre incorpores dans les 
15 microspheres de PLGA par la technique selon I'invention : calcitonine, 

hGh, bGH, ANF, somatostatine, LHRH, insuline, somatomedine C, ACTH, 
ADH, TPA, ainsi que differentes cytokines : erythropoietine, GMCSF, 
GCSF, IL3, IL1, IL6, IL2, IL4, TNF, interferon alpha, interferon beta, TGF 
beta, PDGF, EGF. 

20 - Le tableau ci-apres reprend les taux d'incorporation obtenus pour 
differents peptides en utilisant la procedure "standard" decrite ci-dessous 
selon Tinvention sans optimalisation individuelle pour chaque peptide. 
Les valeurs representent done un taux minimal d'incorporation. Le 
protocole standard utilise est le suivant : 

25 Materiel 

- PLGA 50/50 : 2,5 g dissous dans 20 g de CH 2 C1 2 . 

Tiers solvant : DMA : 2,5 ml dans lequel est dissous le principe actif. 
Phase aqueuse : 

75 ml de gelatine 4 % (poids/volume) dans du tampon 
30 phosphate 10 mM pH 8. 
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Methode 

La phase polymere dans laqueile le principe actif est dissout 
grace au tiers solvant, est emuisionnee avec la phase aqueuse par une 
helice agitee a 1500 tours/minute et ce, pendant une minute. 
5 - Une agitation de 500 tours/minute est maintenue a temperature 
ambiante avec aspiration d'air afin de faciliter Tevaporation de CH 2 C1 2 
et le passage dans l'eau du tiers solvant. 
- Les microspheres sont ensuite recuperees sur un tamis apres avoir ete 
lavees abondamment a l'eau. 
10 - Puis elles sont sechees a temperature ambiante, sous vide. 



15 



25 



Principe actif incorpore 
dans les microspheres 


Pourcentage du peptide 
incorpore 


hGH (hormone de 






croissance humaine) 


77,0 


% 


Somatomedine C (IGF-1) 


52,0 


% 


TPA (Tissue Plasminogen 






Activator) 


96,0 


% 


Insuline 


98,0 


% 


IL4 


77,5 


% 


IL6 


*3,8 


% 


ErythropoTetine 


40,0 


% 


TNF 


66,4 


% 


Calcitonine de saumon 


92,4 


% 


Calcitonine humaine 


85,0 


% 


IL2 


78,5 


% 


GRH 


84,0 


% 


LHRH 


75,0 


% 


GMCSF 


59,0 


% 


PTH (1-34) 


54,0 


% 


Somatostatine 


82,0 


% 


ANP (ou ANF) 


72,0 


% 


Interferon alpha 


77,0 


% 



30 
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REVENDICATIONS 

1) Procede de preparation de microparticules de type 
microspheres d'une substance hydrosoluble et d'un polymere biocompatible 
et biodegradable controlant la cinetique de liberation de ladite substance 
constitute d'une matrice dudit polymere au sein de laquelle est regulie- 
rement dispersee ladite substance hydrosoluble, caracterise en ce que 

a) ledit polymere est dissous dans un premier solvant 
organique volatile non miscible a l'eau, 

b) ladite substance hydrosoluble est dissoute dans un second 
solvant qui est miscible audit premier solvant, est un 
solvant du polymere, et miscible a l'eau, 

c) on melange la solution de ladite substance et la solution 
dudit polymere, 

d) on obtient une phase organique du polymere et de ladite 
substance qui est ensuite emulsionnee dans un milieu non 
miscible dispersant, consistant en une phase aqueuse 
contenant un agent emulsifiant, 

e) les deux solvants sont ensuite elimines des microspheres en 
formation sous agitation, le premier solvant etant elimine 
par evaporation, le second solvant ainsi qu'une partie du 
premier solvant qui lui est miscible etant elimines par 
passage vers la phase aqueuse par un mecanisme de 
separation de phase, 

f) apres elimination des solvants, on recupere les microsphe- 
res formees eventuellement apres lavage a l'eau et 
tamisage. 

2) Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que ledit 
premier solvant est le dichloromethane et ledit second solvant est le 
dimethylacetamide. 
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3) Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que 
ladite substance hydrosoluble est un polypeptide ou un de ses sels 
pharmaceutiquement acceptables. 

4) Procede selon l'une des revendications precedentes, 
caracterise en ce que le poly mere est un copolymere d'acide lactique et 
glycolique. 

5) Procede selon Tune des revendications precedentes, 
caracterise en ce que le polymere est un copolymere d'acide lactique est 
glycolique qui comprend une proportion entre les unites d'acide lactique et 
glycolique respectivement de 40:60 a 75:25. 

6) Procede selon Tune des revendications precedentes, 
caracterise en ce que la concentration en agent emulsifiant est comprise 
entre 0,1 et 10 % (poids/volume) dans la phase aqueuse. 

7) Microparticules de type microspheres obtenues selon le 
procede de l'une des revendications precedentes, 

8) Microparticules de type microspheres constitutes d'une 
matrice d f un polymere biocompatible et biodegradable soluble dans un 
solvant organique non miscible dans l f eau, au sein de laquelle est 
regulierement repartie une substance hydrosoluble, ladite substance etant 
progressivement relarguee de fagon reguliere sur une periode d'au moins 8 
jours lorsque les microspheres sont placees dans un environnement aqueux, 
notamment de type physiologique, avec l f absence d'une premiere phase de 
relargage accelere. 

9) Microparticules de type microspheres selon Tune des 
revendications 8 et 9, caracterisees en ce que le taux residuel en solvant 
est inferieur a 1 % en poids. 
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10) Microsphere selon Tune des revendications 7 a 9, 
caracterisee en ce que la substance hydrosoluble est un polypeptide. 

11) Microsphere selon Tune des revendications precedentes, 
5 caracterisee en ce que le polymere est un copoiymere d'acide lactique et 

d'acide glycolique, le polypeptide est la calcitonine. 

12) Microsphere selon i'une des revendications precedentes, 
caracterisee en ce qu'elles ont une taille comprise entre 25 et 200 p. 

10 

13) Microsphere selon l'une des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que le taux de charge en substance hydrosoluble est 
compris entre 0,01 et 40 %, de preference entre 1 et 10 % en poids de la 
microsphere. 

15 
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